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第1部 好 アル カ リ性バチルスC-125株 の生産す るアルカ リキシラナー
ゼの生 化学 的研究
土壌 中か らアルカ リキシラナ ーゼ生産菌 と して分離 した微生物 は種 々
の形態学 的,分 類学的検討 をおこなった結果,そ の生育至適pHが10-
10.5に あ ることを除 けばBaci日uscirculansに 非常に良 く似た性質 を持
って お り(Tabie.1),AlkalophilicBaciUussp.strainC-125(好
アル カ リ性バチル スC・125株)と 命名 し炬。
好アルカ リ性バ チル スC-125株 でのキシつ ナーゼ生産条件 につ いて培
地組 成等様 々な検討 を行な っだ結果,炭 素源 としてはフスマが最適 であ
り,窒 素源等 はキシラナーゼの生産 にはほとん ど影響 しなか った。また,
酵素生産が最高に達す るには48時 間以上の培養 が必要であ った。 これ ら
の結果 か ら,フ スマを炭素源 と したアル カ リ培地 を用 いて37。Cで72時 間,
好気的 に培養 し,そ の遠心上清:を粗酵素液 と して精製 を行な った。粗酵
素液 を7鵬 硫安塩析,流 水透析の後,BiogelP-30に よるゲル ろ過を行
、な った ところキシラナ ーゼ活性 は2つ の ピークに分離 され(Fig.1),
それぞれ キシラナーゼA,キ シラナ ーゼNと 命名 さ流た。DE52に よるイ
オ ン交 換 クロマ トグ ラフ ィー,SephdexG-75に よるゲル ろ過等の手段 を
用いて両 キシラナ ーゼ をSDS-polyacryla旧idegel電 気泳動(SDS。PAGE)
的に単一な蛋 自に まで精製 し(Fig.2),各 々の諸性質を比較 した。そ
の結果,pH安 定性(pH5。12の 範囲で安定 〉,反 応至適温度(70。C),温
度安定性(50。C迄 は安定)に は顕著な差 は見 られなか っだ,ま たキシラ
ンに作用させた場合の反応生成物 はキシロバ ィオ ース,キ シロ トリオー
ス,キ シロテ トラオ ース,キ シロベン タオース,キ シロベン タオース以
上のオ リゴ糖であ り.主 生成物 と してのキシロースは見 られなか った
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(Fig.3)。 更に,キ シロオ リゴ糖に対 する作用を調 べた ところ,キ シ
ロバ イオ ース,キ シロ トリオ ースに対 しては作用 せず,キ シロテ トラオ
ース .キ シロベ ンタオ ースではキシロバ イオース,キ シロ トリオ ース,
キシロテ トラオ ース,キ シロベ ンタオースの生成 が見 られ トランスキシ
ロシダ ーゼ活性も併 せ持 つことが示 唆された。以上 の点で も両 酵素 に差
は見 られなか った。 しか し,分 子 量(A:43,000;麗:16.000),Ouch
一七erIonydoublediffusion七estに よる免疫学的性質(Fi8 .4),生
産量(総 活性の85%がN),反 応至適pH(A:6-10;N:6・7)(Fig.
5)等 には著 しい差が見 られた。
キシラナ ーゼAはpH12に おいてもなお十分 な活性 を持つ,ア ル カ リ側
での活性 が非常 に強 い酵素であ り,酵 素学的な面 か らのみな らず工業的
な面か らも興味深 い酵素 である。 しか し,生 産され るキシラナ ーゼの約
8鵬 は キシラナ ーゼNで あ り,こ の比率 は培養条件に よ り変化せさ るこ
とは出来なか った。 このことは両キシラナ ーゼが同 じ調節 を受 けている
ことを示唆 してい る
第II部 アル カ リキシラナ ーゼ遺伝子 のクローニング とDNAレ ベルでの
解析
pH12に おいて もな お十分 な活性を有 す るキシラナ ーゼAのDNAレ ベル
で の解析 を目的 と してキシラナーゼA遺 伝子 のクローニ ングを行 なった。
ベク ターとしてpBR322を もち い,そ のHlndlll部 位 にシ ョッ トガン法 に
よってクローン化 して アンピシ リン耐性 と菌体外 キシラナ ーゼ活性 を指
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標 として形質転換株 を選択 した(Fig・6)。 得 られ た形質転換株の保持
する,プ ラス ミ ドpCX311の 制 限酵素切断:地図:を作製 した結果,pCX311
はpBR322のHind口1部 位 に2.6kbpと2.Okbpの2つ のHindllIDNA断 片 が
挿入 され た構造 を持 らてお り(臼g.7),キ ラナ ーゼ活性の発現 には両
方のmnd川DNA断 片 が必要で あっだ。この挿入されたHlnd川DNA断
片 はSou七hernbl砒hybrydizationに よ り好 アルカ リ性バチルスC-125
株 由来で あることが確認 され た(Fig.8)。
pCX311を 保持 する大腸菌HB101株 をLB¶ediumで37◇C,20時 間好気的
に培養 し,そ の培養液上清 か ら,硫 安塩析,DE52に よるイオ ン交換 クロ
マ トグラフ ィー,SephadexG-75に よるゲル ろ過 を用 いてSDS・PAGE的 に
単一な蛋 白に まで精製 し(臼g.9),キ シラナ ーゼAと 種 々の性質の比
較 を行な った。その結果,pCX311を 保持す る大腸菌HB101株 に よって生
産 され るキ シラナ ーゼ はpH安 定性(大 腸菌の キシラナ ーゼの方が酸性側
で少 し不安定)に 若干 の差が見 られた他 は分子量(43,000),温 度安定
性(50℃ 迄 は安定),反 応至適温度(70。C)共 に キシラナ ーゼAと 同 じ
で あ り,キ シラナ ーゼAの 特徴で ある広 い作用pH範 囲(pH6-10)とpH12
でも活性 を持 つという性質も持 って お り(Fig.10),キ シランの分解
生成物 も同 じであった。更に,免 疫学的にもキシラナ ーゼAと 同 じ蛋 白
で あ り)・,キ シラナーゼNと は異な っ炬蛋 自であることが確認 された
(Fig11)。 更に、アル カ リキシラナーゼ遺伝子をクローン化 して大腸
菌 に生産 させ ることによ り,親 株(DNA供 与体)で ある好 アル カリ性 バ
チルスC-125株 よ り大量 に,し かも短 い培養時間で生産で きるようにな
った。
次 に.pCX311を 保持す る大腸菌 は菌体外 にキシラナ ーゼ を生産す るこ
とがわか ったので,大 腸 菌に よるキシ ラナ ーゼの菌体外生産について検
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討 した結果,生 産培地 としてはLB-mediumが 最適 であ り,菌 体外に分泌
されたキシラナーゼは安定 であ り長時間の培養に よって も活性の低下 は
見 られない(Fig.12),酵 素生産量が最高にな るのに要す る時間は好
アルカ リ性バチル スC-125株 のそれの半分以下 に短縮 され し'かも生産量
は数倍 にな る(Fig.13),キ シラナ ーゼの生産 には塩類が必須 であ り
生産量は炭素源 によって はほとん ど変化 しないがグルコ ースのみは阻害
的に働 く等の ことが判明 した。塩類 の代 わ りに庶糖を添加 して も酵素生
産が行なわれ るが,生 産 された酵素は菌体外 に分泌 されない ことか ら等
か ら酵素の生産 とその菌体外分泌にはそれぞ れ別 の因子が関与 してい る
ことが示唆 され た。 また,キ シラナ ーゼ を含むい くつかの酵素 の分布 を
菌体外,ベ リプ ラズム,菌 体内の三画分に分けて調べ だところ(Table.
2),キ シラナ ーゼぱか りではな くベ リブ ラズム酵素 である βラク タマ
ーゼ も菌体外 に分泌 されて いることが分か った。同 じ,ベ リプ ラズム酵
素で あるアルカ リ性 フォスファターゼがベ リブラズム に留っていること
及び菌体 内酵素 の β一ガ ラク トシダ ーゼ が菌体内 にあることか ら,キ シ
ラナ ーゼ,β 一ラク タマ ーゼが菌体 外に見いだされるの は溶菌 によるも
のではない ことが分 かった。これ らの ことか ら,ア ルカ リキシラナ ーゼ
が菌体外 に分泌 され るのは,ク ローン化 された好 アル カ リ性バチル スひ
125株 由来のDNA断 片の導入 によ りによ り大腸菌 の外膜が変 化 して透過
性 とな った為 にベ リブ ラズム まで分泌 され ていた蛋 白が菌体外 に出て来
る ようにな ったもの と思われ炬。そ して,こ れ らの分泌 は総てのペ リプ
ラズム蛋 白が菌体外 に出 され るのではな くβ一ラクタマ ーゼ とアルカ リ
性 プォスフ ァタ ーゼの例か らも分か るよ うにある程度選択的で あること
が示唆 され た。
フ ァーヅ 岡一13を 用 いたdideoxychaintemination法 によ りキシラ
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ナ ーゼA遺 伝子が含 まれ ると思 われ る部分,約3.000塩 基対の配列を
決定 した。その中 に,約1,200塩 基対のopenreadlngfra鵬 見つか
りこの部分がキシラナーゼAを コー ドしていることが分か っだ(Fig.
14)。DNA塩 基配列 か ら予想 され るア ミノ酸組成 と精製 酵素か ら決定 し
たア ミノ酸組成 とほぼ一致 した。 まだ,別 に決定 した精製酵素の照 一末
端 アミノ酸配列 との対応か ら29(28)ア ミノ酸か らな るシグナルベブチ
ドの存在 が明か にな り,こ れは他 のバチル ス属の分泌性蛋 自や大腸菌の
細胞外膜の蛋 白,ベ リプラズム蛋 白に よく見 られ る配列 と類似 していた。
openread-lngfra爬 前後の塩基 配列 の解析か ら,リ ボゾ ームの結合す
るSD配 列及びメ ッセンジャーRNAの 転写終結 シグナル と思われ る逆位
配列 が見 られ たが,大 腸菌 のRNAポ リメラ ーゼ によ り認識 され るプロモ
ーター配列 とコンセ ンサ スな配列 は見 られな いことか ら
,ア ル カ リキシ
ラナ ーゼ遺伝子 は好 アルカ リ性バ チル スC-125株 では 鵬inorなプ ロモ ー
ターによ り制御 されてお り,ク ローン化 され たキ シラナーゼA遺 伝子の
大腸菌 におけ る発現 は一一緒 にクローン化 され炬2.OkbDNA断 片 によ り
なん らかの調節 をうけてい ることが示唆 され炬。
さらに,こ れまで1つ の微生物 が複数の同 じような活性 を持つ酵素 を
生産す る,い わゆるマルチエンザ イムシステム をもつ微生物が幾つか知
られているが これ らの酵素が1つ の遺伝子上 にコー ドされてお り,1つ
の酵素 蛋 白と して作 られた後 プロテ アーゼに よる切断等に よって複数 の
酵 素蛋 白となるのか,も とも と違 った遺伝子上 に1コー ドされているのか
明 らかで はなか った。今回2種 のキシラナーゼ を生産 する好アルカ リ性
バチル スC-125株 か らキシラナ ーゼ遺伝子 がク[1一 ン化 され,こ の遺伝
子がキ シラナーゼAの みをコー ドして いることが判明 したことは,好 ア
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審 査 結 果 の 要 旨
キシランは植物細胞壁の構成成分として自然界に大量に存在する多糖であるが,中 性溶液には
難溶であり,有 効利用のためにはアルカ リ領域で作用する分解酵素が有用である。,
著者 は,ア ルカリキシラナーゼを得 るため,本 酵素生産菌の検索を行い,好 アルカリ性バシル
スC-125株 を得た。 この株の生産する2種 のキ シラナーゼ(キ シラナーゼAお よびN)を 精製
し,そ れぞれの性質を比較 した結果 キシラナーゼA(以 下XA)がpH12に おいて も充分な活
性を示すアルカリキシラナーゼであることを明らかにした。 しか し,XAの 生成量は全活性の15%
にすぎず,培 養条件の検討によってもその比率をあげることはできなか った。そこで,XAの 生
成量の増加およびそのDNAレ ベルでの解析を目的としてXA遺 伝子をプラスミドpBR322の
Hind皿 の部位にクローン化 し,プ ラスミドpcx311を 作成 した。一般に大腸菌は蛋白質を分泌
しないといわれているのに,pCX311を 保持する大腸菌は,XAと 同じ性質を持つ酵素を菌体外
に分泌するという興味ある結果が得られたので,大 腸菌によるアルカリキシラナーゼの菌体外生
産条件 について検討 し,最 適条件下では親株であるC-125株 より大量かつ短時間で本酵素が生産
され ることを明 らかにした。さらに,分 泌機構について検:討した結果,XA遺 伝子を含むDNA
断辺の導入により大腸菌の細胞外膜が透過性 となったためペリプラズマに存在す る蛋白質が細胞
外に分泌されるものと推察されたが,分 泌はある程度選択的であることが示唆された。
最後に著者は,XA遺 伝子の全塩基配列を決定 し,28ア ミノ酸か らなるシグナルペプチ ド,
SD配 列,転 写終結シグナルの存在を明らかに したが,大 腸菌とコンセ ンサスなプロモーター配
列は認められなかったので,XA遺 伝子の大腸菌における発現,酵 素の菌体外分泌には一緒にク
ローン化された他のDNA部 分が関与 している可能性が示唆された。
以上,本 論文は幾つかの新 しい知見を含み,審 査員一同,著 者は農学博士の学位を授与され る
資格を有す るものと判定 した。
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